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研究成果の概要（和文）：生命科学研究の加速と実験動物福祉の促進を行うため、動物実験
における汎用性の高い新たな in vivo 蛍光イメージング技術を、マウスをモデル動物として
開発することを目的とし研究を実施した。その結果、蛍光タンパク質プローブ、低分子プ
ローブの開発やそれを応用したケミカルスクリーニングシステムの構築、非侵襲マウスイ
メージング技術や装置の開発などに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is development of novel fluorescent 
imaging system in mouse as a model animal to enhance lifescience research and animal 
welfare. We succeeded to develop novel fluorescent protein-based probes and small 
molecule chemical probes. Furthermore taking advantage of these fluorescent probes, we 
also succeeded to establish chemical screening systems for drug discovery and in vivo 
non-invasive imaging systems.   
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１．研究開始当初の背景 
 近年の生命科学研究は急速に進歩してお
り、iPS 細胞を初めとする幹細胞研究や再生
医学研究において画期的な研究成果が得ら
れつつある（Takahashi K and Yamanaka S, Cell, 
2006）。これらの研究を推進するためには、
試験管内研究だけでは十分ではなく、実験動
物を用いた個体レベルでの研究は欠くこと
ができない。またこれらの研究推進の有力な
方法として、GFP に代表される蛍光イメージ
ング技術が非常に重要な位置を占めつつあ
る（下村 脩、GFP の発見、2008 年ノーベ
ル賞受賞）。 
 2006 年から「動物の愛護及び管理に関する
法律」が改正施行され、実験動物についても、
苦痛の軽減（refinement）は義務事項に、使用
数の削減（ reduction ）、代替方法の考慮
（replacement）は配慮事項と定められた（2005
年動物の愛護及び管理に関する法律（動物愛
護法）の改正、2006 年実験動物の飼養及び保
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管並びに苦痛の軽減に関する基準参照）。動
物実験を実施している研究者は、これまでも
実験動物の福祉について十分な配慮を行っ
てきたが、今後は 3R に対する更なる配慮が
要求される。非侵襲・低侵襲であり、なおか
つ高度の解析が行える解析方法を開発する
必要がある。放射線や放射性同位元素を用い
た手法は、汎用性のある高度な解析が可能だ
が、施設整備やランニングコストに多額の費
用が必要な点を考慮すると、多くの研究施設
で実施できる方法とは言いがたい。 
 申請者は平成 18 年度より筑波大学生命科
学動物資源センターの共同研究員として選
出され、平成 13 年度から 19 年度までの 7 年
間に 525 件の遺伝子改変マウス、ES 細胞の作
製・供給を行った実績を持つセンター内での
新規蛍光タンパク質の開発、それを用いた遺
伝子改変マウスの作製、作製した遺伝子解析
マウスの in vivoイメージング方法開発および
最適化を実施している。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、生きたままの動物個体の
疾患病態モニタリングを可能とする新しい
バイオイメージングシステムの創成である。
高齢化社会で大切な健康寿命をのばすには、
がんや動脈硬化などの生活習慣病の発症・悪
化の兆しをできるだけ早期に検知するシス
テムが有効である。本研究では、本学内外の
生命科学・化学・物理工学・数学の専門家の
英知を結集し、実験モデル動物を対象とした
当該システムの構築を目指す。現在のバイオ
イメージング技術の主力は、蛍光タンパク質
を活用したタンパク質分子（あるいは mRNA
分子）の存在量や局在のイメージングである。
しかし、細胞機能に直結したタンパク質でも
活性化状態になければ、その存在量と細胞状
態は相関しない。重要なのは、タンパク質の
「活性化状態のイメージング」であるが、現
存のバイオプローブでは難しい。そこで本研
究では、新しいバイオイメージング技術とし
て、生体で細胞内タンパク質分子の活性測定
を可能とするバイオプローブの開発と、これ
らを活用した定量的な計測を実現する装置
開発や数学的なモデル構築を通じて、病態モ
ニタリングシステムの構築を実験モデル動
物で実現することを最終目標とする（図１）。 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
「生きた動物個体での疾患病態モニタリン
グ」実現に向け、以下の５テーマを設定し、
相互に関連させながら研究を推進する。 
テーマ１） タンパク質プローブの開発 
テーマ２） ケミカルプローブの開発 
テーマ３） 動物個体 in vivo イメージング 
テーマ４） 時系列データ数学的評価法開発 
テーマ５） イメージング装置の開発 
 
テーマ１） タンパク質プローブの開発 
 タンパク質同士の相互作用の働きや立体
構造変換、活性の変化などをモニターでき
る蛍光タンパク質性のプローブ開発を実施
する。申請者がすでに特許出願済みである、
タンパク質分解を利用するデグラトンプロ
ーブや、高効率 FRET プローブの応用を進
めることにより、様々な疾患に幅広く関与
しているアポトーシスなどを検出できるプ
ローブを開発する。この目的の実現のため
に企業との連携も実施しながら蛍光タンパ
ク質自体の改良・開発、また古田との連携
によりケージド技術導入による時空間制御、
などを試みる。 
テーマ２） ケミカルプローブの開発 
 細胞内に取り込まれて、細胞内の性質や
細胞活性の変化に伴って蛍光特性が変化す
る、新しい有機蛍光色素の開発を行う。ま
たこの具体的な応用手法の開発も進める。 
テーマ３） 動物個体を用いた in vivo イメ
ージングの実施 
 生きたままの動物個体中での蛍光イメー
ジング技術が確立できれば、動物を殺さず
にすむため、疾患モデルなどの進行を時間
経過を追って解析できるとともに、動物愛
護の観点からも、非常に望ましい。しかし
ほ乳動物は体が不透明であるため、特別な
技術や装置などの開発が必須となる。これ
を具体的に推進し、技術を確立する。 
テーマ４） 時系列データ数学的評価法開発 
 様々なモデルを仮定して連立微分方程式
を解くことによりイメージングの定量化を
試みる。 
テーマ５） イメージング装置の開発 
 21 年度に試作品を開発し、22・23 年度
に実際のイメージングに応用する。 
 
 
  
４．研究成果 
テーマ１） タンパク質プローブの開発 
 EGF のシグナル伝達に依存して蛍光強度が
変化する、新しい蛍光プローブの開発に成功
した。また、これを応用することで、新たな
分子標的抗がん剤のリード化合物になる可
能性がある、天然有機化合物をスクリーニン
グするシステムの構築にも成功し、試験的に
ケミカルスクリーニングを実施できた。また、
他にも多数の蛍光タンパク質応用プローブ
の開発に成功した。 
 
テーマ２） ケミカルプローブの開発 
 新たな有機系蛍光色素の開発も化学系と
の共同研究によって推進し、Tsukuba Green
と PQxの２種類の新しい機能性蛍光色素を開
発することに成功した。さらにTsukuba Green
については生物学的に実験しやすいように
改変した誘導体の開発にも成功し、簡便に細
胞内の特定のタンパク質をラベルし、自在に
蛍光寿命測定ができることを確認できた。 
 
テーマ３） 動物個体 in vivo イメージング 
 蛍光でほ乳動物の in vivo イメージングを
非侵襲に実施するためには、近赤外光を使い
こなす技術が必要になる。また、飼育中の余
分な近赤外色素を排除する技術も必要とな
る。そこで、企業との連携により実際にそれ
らの技術を開発することで、近赤外で２カラ
ーイメージングを実現することができた。 
 
テーマ４） 時系列データ数学的評価法開発 
 蛍光の時系列変化を評価する数学的な手
法に関して、九州大学の吉田博士と連携して、
代数学的な処理方法を開発できた。 
 
テーマ５） イメージング装置の開発 
 近赤外蛍光を生きた動物で解析するため
には、新しい特殊な装置が必要である。これ
を企業とともに実施し、新しい機構で近赤外
蛍光イメージングが可能な装置を作成した。 
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